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はじめに
　脳血管障害は日本人の死因の第３位をしめ，その内
約60％は脳梗塞によるものである．現在，脳梗塞の急
性期治療薬として，組換え体 tﾝPA やラジカルスカベ
ンジャーのエダラボンが臨床応用されているが，有効
治療時間帯の制限や虚血再灌流障害あるいは副作用等
の問題があり，真に有効な治療法がない．
　High mobility group box1（HMGB1）は，最近新た
な起炎性の因子として注目されはじめたサイトカイン
である．1999年 Wang らが，マウスのエンドトキシン
ショックモデルにおいて，HMGB1 が遅発相における
致死性因子として働くことを報告した．その後 
HMGB1 が種々の臨床疾患に関与することが明らかに
されてきた1ﾝ3)．我々は，脳梗塞の形成過程において炎
症性の応答が増悪的な役割を果たすとの仮説を持って
いる．ラット中大脳動脈２時間閉塞・再灌流モデル
（MCAO）を用いて，再灌流直後と６時間後に抗 
HMGB1 単クローン抗体を200ｻg，２回静脈内投与す
ることによって，脳梗塞急性期における治療効果及び
メカニズムを検討した．
HMGB1 の構造と機能
　HMG family は30年以上前に同定された核内に存在
する非ヒストンタンパクで4)，DNA 結合能を持つ A 
box，B box，さらに酸性アミノ酸が連続する acidic tail 
から構成されている．HMG には HMGA，HMGB，
HMGN の３種類があり，HMGB には HMGB1，2，３
が存在し，その相同性は80%である5)．通常核内に局
在する HMGB1 は，刺激により２つの様式で細胞外へ
放出されると考えられている．１つは，壊死細胞の核
ラット中脳動脈閉塞・再灌流モデルにおける抗 HMGB1 単
クローン抗体の治療効果
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内から受動的に放出され，もう１つは，LPS，TNFﾝ
ｸ，ILﾝ1ｹ などの刺激によって濃度依存的に活性化さ
れたマクロファージや単球から細胞外へ分泌されるも
のである．細胞外に放出された HMGB1 は，RAGE あ
るいは TLRﾝ2/46)等の複数の受容体に作用して，炎症
性サイトカインとして働く7)．我々は，複数の特異的
抗 HMGB1 ラット単クローン抗体を製作し，それぞれ
抗体の特性を確認した．その中で，抗 HMGB1 抗体
（＃10ﾝ22）は HMGB1 配列のＮ末端側からアミノ酸
残基207残基目から215残基目（DEEEDDDDE）をエピ
トープとすることを決定した．HMGB1 刺激により，
ヒトの単球では ICAMﾝ1の発現を上昇することが観
察される．抗 HMGB1 抗体（＃10ﾝ22）を添加すると，
濃度依存性に ICAMﾝ1発見の上昇が抑制された．この
ことから＃10ﾝ22抗体は，HMGB1 に対する中和活性を
有すると考えられた．
脳梗塞に対する抗 HMGB1 単クローン抗体の効果
　ウィスター系ラットを用いて，吸入麻酔下にシリコ
ンコーティングした4.0ナイロン糸の塞栓子を内頚動
脈に挿入し，中大脳動脈起始部を２時間閉塞した後，
２時間後に再灌流した．再灌流直後，６時間後に抗 
HMGB1 抗体または対照抗体を投与し（200ｻg/㎏/iv）
治療効果を比較検討した．
１. 脳梗塞巣体積の抑制及び運動麻痺の改善
　虚血再還流後24時間あるいは48時間に脳を取り出
す．視交差と乳頭体尾端との間で脳を２㎜の厚さにス
ライスし，TTC 染色をした．抗 HMGB1 単クローン
抗体の投与によって，梗塞巣の体積は虚血24時間後
90%，48時間後75%に抑制された．運動機能はロタロ
ッドテストにより評価を行った．回転のスピードによ
り運動機能を３段階に分けた．手術の３日前，動物に
学習をさせて，再還流後６時間，12時間，24時間各時
間でテストを行い，同時に点数をつけて片麻痺症状を
評価した．抗 HMGB1 抗体投与により，運動機能及び
片麻痺の改善が認められた（図１）．一方，HMGB1 精
製蛋白を脳室内投与すると，運動麻痺と梗塞巣の体積
は対照群より増悪が見られた．これらの結果から虚血
神経障害の病態と HMGB1 に密接な関連があると考
えられる．
２. HE 染色及び免疫染色による組織学的評価
　虚血再還流12時間後の HE 染色により，コントロー
ル群では虚血側の大脳皮質，線条体部位で多数の神経
細胞死が見られた．抗 HMGB1 抗体投与群では，細胞
の壊死が明らかに抑制された（図２）．HMGB1 免疫染
色で，虚血後脳内 HMGB1 の分布を調べた．非虚血側
と比較し，虚血側では，細胞核の陽性反応が減弱して
いた．本来細胞核に存在する HMGB1 は，虚血の刺激
で細胞外へ放出したことが示唆された．抗 HMGB1 抗
体投与すると，虚血側陽性反応の低下が抑制された（図
３）．虚血によって神経細胞死の進行は，抗 HMGB1 
抗体の中和作用で食い止められたと推定された．
３. 血管透過性，MMP 活性，ミクログリア活性化の
抑制
　虚血後の循環障害に関して，最も微小な循環障害が
注目されている．組織破壊に重要な役割を果たしてい
るマトリックス分解酵素 MMP の活性化によって血
液脳関門の破綻が促進され，脳浮腫の形成と関連があ
ることが報告された8,9)．虚血再還流３時間後，血管透
過性をエバンスブルー漏出を指標として抗 HMGB1 単
クローン抗体の効果を評価した．Gelatin zymography 
法により，虚血側と非虚血側のマトリックス分解酵素
を検出した．抗 HMGB1 抗体投与により，血管透過性
の亢進及び MMPﾝ9の活性を著しく抑制した（図４，
５）．虚血性神経細胞死の主因として，興奮性神経伝達
物質グルタミン酸の神経毒作用が提唱されている．
HMGB1 は虚血障害によるグリア細胞から放出された
グルタミン酸の取り込み輸送を抑制して，細胞外のグ
ルタミン酸濃度を増加させるという報告がある10)．
Griffonia simplicifolia (IB4)ﾝlectinﾝ HRP での免疫組
織化学分析の結果は，抗 HMGB1 単クローン抗体投与
によって，ミクログリアの活性化が抑制されることを
示した（図６）．
４. サイトカイン誘導の抑制
　虚血再還流６時間後，大脳皮質と線条体について非
虚血側，ペナンブラ，梗塞巣から一定面積を打ち抜き
によりサンプリングした．総RNA を抽出し，Real-time 
PCR で，７種類の炎症因子の発現量を ｹﾝactin を対照
として定量化した．抗 HMGB1 単クローン抗体投与群
は，炎症性サイトカイン TNFﾝｸ 及び iNOS の誘導を
抑制したことを確認できた（図７）．
考　　　察
　HMGB1 は多数の炎症性病態に関与することが報告
されている．マウスの腹膜炎モデルは，抗 HMGB1 抗
体投与によって死亡率が低下した11)．急性肺炎，肝炎，
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図１　ラット中大脳動脈２時間閉塞・再灌流による神経障害に対する抗 HMGB1 抗体の効果
Ａ：コトロール群（左）と抗 HMGB1 抗体投与群（右）各３個体の脳組織写真で，再還流24時間後 TTC 染色した結果．
Ｂ：NIHimager を用いて，再還流24，48時間後大脳皮質及び線条体の梗塞巣体積を測定した結果．（N＝５，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01）
Ｃ：Rota-rod test による，運動機能の評価．再還流６，12，24，48時間後，回転数を三段階に分け，コトロール群と比較した．
Ｄ：Bederson et の方法により，再灌流６，12，24，48時間後，麻痺症状をスコア化し，治療効果を評価した．（N＝４，＊P＜0.05，
＊＊P＜0.01）
10
8
6
4
2
0
＊
＊
?
?
?
?
Hypo 1 2 3 4 5
E
va
ns
 b
lu
e 
(n
g/
m
g)
Sham
Control
lgG
ｸ-HMGB1
Control lgG
ｸ-HMGB1
図４　Evans blue の漏出
虚血再還流直後に Evans blue を静脈投与して（２% ２ml/㎏.iv），３時間後脳を取り出して，吻側から尾側５箇所のスライスをサン
プリングし，漏出した色素を蛍光光度計で定量分析した（N＝4，*P ＜0.05，**P ＜0.01）．
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図５　マトリックス分解酵素 MMP の活性
再還流６時間後，虚血側，非虚血側に分けてサンプリングし，gelatin zymography で，分析した．
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図３　Anti-HMGB1 mAb を用いた脳組織の HMGB1 陽性細胞の検出．矢印を示したのは細胞核の陽性反応
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図２　脳の HE 染色
再還流12時間後，ホルマリン灌流固定した脳組織切片の HE 染色写真
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リウマチ様関節炎等の炎症性病態 HMGB1 との関連が
示唆されている12ﾝ14)．
　マクロファージ，単球細胞由来 HMGB1 の刺激によ
り，ILﾝ1ｸ/ｹ，TNFﾝｸ，ILﾝ6，ILﾝ8，および MIPﾝ1ｸ/ｹ 
が産生され，また iNOS の誘導を引き起こす．そして，
単球細胞をパラクライン的に活性させる15ﾝ17)．また，
ミクログリアにおける iNOS と TNFﾝｸ の誘導によっ
て虚血脳障害は促進させる18,19)．
　 脳閉塞モデルの抗 HMGB1 抗体の治療効果：劉　克約，他10名 　
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図６　ミクログリアの活性化
（IB4)-lectin- HRP を用いて，再還流12時間後，虚血側，非虚血側の活性化ミクログリアを同
定した．矢印で示したのは，陽性のミクログリア細胞（200倍）
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図７　脳組織におけるサイトカイの発現誘導
虚血再還流６時間後，大脳皮質部と線条体部について非虚血側，ペナンブラ，梗塞巣から一定面積を打
ち抜きによりサンプリングした．総 RNA を抽出し，Real-time PCR で，７種類の炎症因子の発現量を 
β-actin の対照として定量化した．（N＝4，*P ＜0.05，**P ＜0.01）．
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　iNOS，TNFﾝｸ，および MMPﾝ9 の誘導によって，
炎症応答反応及び血液脳関門の破綻が促進され，脳梗
塞を進行させる20,21)．これらの要因のいずれかを抑え
られると虚血性障害を抑制できると推定された．抗 
HMGB1 抗体は３つの要因を抑える能力を持つ，良い
治療薬になると思われる．
終　わ　り
　脳虚血後の神経細胞障害から細胞死に至る過程に
は，細胞内カルシウム濃度の上昇，興奮性神経伝達物
質の放出，アシドーシス，フリーラジカル等，様々な
因子が報告されている22,23)．我々の結果により，虚血
性脳細胞機能障害の進行に対して，HMGB1 が深く関
与していることを確認できた．壊死した細胞核から放
出された HMGB1 は，単球，好中球を活性化して，炎
症を引き起こす．炎症反応によって，血管内皮細胞の
障害から，血液―脳関門の透過性の増加，脳浮腫の発
生と促進にいたる一連の生体反応において，HMGB1 
は，重大な働きをする．抗 HMGB1 抗体の中和作用
で，ミクログリア，MMPs，TNFﾝｸ，iNOS 等炎症因
子の活性化を抑制することにより，早期の虚血障害の
進行が抑えられたことを示唆した．本研究は，脳梗塞
病態形成において極めて重要な働きをする標的分子を
見出したことを意味しており，抗 HMGB1 抗体自身が
非常に優れた抗体医薬となり得る可能性を強く示唆し
ている．
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